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gegebenenfalls in Gegenwart eines tertiaren und eines supernucleophilen Amins umgesetzt. 
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Patentanspruch: 

1 . Verfahren zur Aktivierung von carbox/lgruppenhaltigen polymeren Verbindung, dadurch 
gekennzelchnet, daft carboxylgruppenhaltige Polymere mit N-Chlorcarbonyloxy-5-norbornen-2,3- 
dicarboximid gegebenenfalls in Gegenwart eines tertiaren Amins und in Gegenwart zusatzlicher 
kataiytischer Mengen eines supernucleophilen Amins in wasserfreien organischen Ldsungsm.'tteln 
bei Temperaturen von 0-100°C umgesetzt warden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, dalS als supernucleophiles Amin 
4-Dimethylaminopyridin # 4-PyrroIidinopyridin, N-Methylimidazol, Diazabicyclo [5.4.0] undecen, 
Diazabicyclo [2.2.2.] octan eingesetzt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, daft als Losungsmittel polare organische 
Verbindungen wie Acetonitril, Dimethylsulfoxid, Acoton, Dioxan, Tetrahydrofuran, Pyridin u.a. 
oder unpolare Verbindungen wie Benzen, Toluen u. a. oder halogenierte Kohlenwasserstoffe wie 
Methylenchlorid, Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff u.a. bzw. Gemischedieser Losungsmittel 
eingesetzt werden. 

Anwendungsgeblet der Erf indung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Aktivierung von carboxylgruppenhaltigen polymei. n Verbindungen und daraus 
gebildeten Festkdrperoberfl&chen, die fur die Bindung von niedermolekularen Liganden wie Aminen, Aminosfiuren und 
SK-gruppenhaltigen Verbindungen, Protein, Nuklelns&uren und anderen biologischen Materialien in der Biotechnologie, den 
Biowiasenschaften und der Medizin sowie der chemischen und pharmazeutischen Industrie eingesetzt werden. 



Charakterlstik des bekannten Standes der Technlk 

Fur die Aktivierung carboxylgruppenhaltiger polymerer Verbindungen gibt es im Gegensatz zu dar Vielzahl der in der literatur 
fur hydroxylgrupper.haltige Matrices beschriebenen Methoden nur eine geringe Anzahl von MSglichkeiten (P.D.G.Dean, 
W.S.Johnson, F.A.Middle, Affinity Chromatography, IRL Press, Oxford, 1985; W.H.Scouten, Affinity Chromatography, John 
Wiley & Sons, New York, 1981). 

Fur therm i sen stabile Polymere, z.B. carboxylgiuppenhaltige porbseGlaser, wurde die Aktivierung mit Thionylchlorid 
durchgefuhrt IH. h.Weetall in Methods in Enzymology 44, 134 [1976]). Da bei werden die Carboxylgruppen durch uberschussiges 
.'■ *JCI ? in trockenem Chloroform unter RuckfluQ bzw. in Gegenwart von Dimethylformamid auch bei niedrigeren Temperaturen in 
iu&erst hydrolyseempfindliche Saurechlor idgruppen uberfuhrt. Die Lagerung der aktivierte~ Trlger soil Ober Phosphorpentoxid 
im Vakuumexsikkator erfolgen. Die Kopplung von Liganden wird uberwiegend in nichtwaQr: ien, aprotischen Losungsmitteln in 
Gegenwart tenia 1 rer Amine durchgefuhrt. Fur die Kopplung von Proteinen in waBrig alkalisci er Ldsung v rd dabei die 
Verwendung hoher Proteinmengen vorgeschlagen. Am haufigsten ist der Einsatz von Carbo Jitmldon, so z. B. von 
Dicyclohexylcarbodiimid, fur die Aktivierung carboxylgruppenhaltiger Polymerer (Carboxymethylagarose, Cerboxyacrylamid 
u. a.) beschrieben {c. R.Lowe, M.J. Harvey, D. B.Craven, P. D.G.Oean, Biochom. J. 133, 499 (19731; E.Brown und R. Joyeau, 
J.Chromatogr 150, 111 [1978]). 

Die Hauptschwierigkeiten bet der Anwendung der Carbodiimid-Methode bestehen darin, daQ die entstehendrm Olatkylharnstoffe 
wasserunidstich slnd und sich nur sehr schwer abtrennen lassen und daQ die durch Uti lagerung der O-Acylharnstoffe gebildeten 
N-Acylha* istoffa durch Bindung an dor Matrix unerwunschte Eigenschaften (z. B. hydrophobe Wechselwirkungen) hervorrufen. 
Die Kopplung geringer Ligandmengen wird nach diaser Metrv-.1e nicht empfohlen. 

Fur carboxylgruppenhaltige Agarose, z. B. succinylierte Aminoaikylagnrose, CH-Sepharose u a., wurde die Verasterung der 
Carboxylgruppen mit N-Hydroxysuccinimid unter Verwendung von Carbodiimiden zu Aktivestern angewendet (M.Robert-Gero 
und J.P.Waller, Eur. J. Biochem.3 ,\ 315 (19721). Hierbei werden jedoch auch die schon erwahnten Nachteile des Carbodiirnid- 
Einsatzes wirkssm. 



Ziel der Erfindung 

Ziel der Erfindung ist es, ein neues Aktivierungsverfahren fur carboxylgruppenhaltige polymere Verbindungen zu entwickeln. 
Darlegung des Wesjni der Erfindung 

Der Erfindung iiegt die Aufgabe zugrunde, carboxylgruppenhaltige polymere Verbindungen so umzusetzen, daQ sich reaktive 
Corbonsaureestergruppen bilden, die befahigt sind. mit Nucleophiten zu reagieren. 

Die Aufgabe wird dadurch geldst, daiJ die carboxylgruppenhaltigen polymeren Verbindungen mit N-Chlorcarbonyloxy-5- 
norbornen-2,3-dicarboxirrwl (I = CICOONB) in organischen Losungsmitteln bei Temperaturen von 0-100*C, gegebenenfalls :o 
Gegenwart von tertiaren Aminen umgesetzt werden. Uberraschenderwerse slnd die bei dieser Umsetzung gebildeten Anhydride 
(II) so instabtl, dofi sie sich unter C0 2 *Abspaltung zu den entsprechenden am Trager fixierten reaktiven Carbonsiiurees'.ern (III) 
umsetzen. 
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Als carboxylgruppenhaltige Polymere konnen sowohl naturllche Polymere bw. deren Derivato, wie i.B. Carboxylmethyl- 
Cellulose, Carboxymathyl-Agerose odor -Sephadex, CH-Sepharose 4 B u.a. als auch synthetlscho Polymere, wio z. B. Curboxy* 
Polyacrylamld, Anlonenausteuscher vorr Typ Wofatit PS oder Wofalit CA 20 (Hersteller : VEB Chemlsches Komblnat Bltterfeld) 
einoesetzt warden. 

Die Reaktion des N-Chlorcarbonyloxy-5-nor bornen-2,3-dicarboximids mit den carboxylgruppenhattigen Polymeren wird in 
organischen Ldsungsmitteln wie Dioxan, Tetrahydrofuran, Pyridin, Acetonitril, Aceton, Chloroform oder aromatischen und 
aliphatischen Kohlenwasserstoffen u.a. durchgefuhrt. Aikoholeoderandere hydroxylgruppenhaltige Ldsungsmittel sind 
ungeelgnet. Gegebenenfalls erfolgt die Umsetzung In Gegenwart von tertiflren Aminen, wie z. B. Triethylamin, Pyridin, 
N,N-Dimethylenllin usw. als HCI-FSnger. Die zusfitzliche Verwendung von supernucleophilen Aminen, wie 4- 
Dimethylaminopyridin, 4-Pyrrolidinopyridin, N-Methylimidazol, Diazabicyclo [5.4.0]undecen, Diaiabicyclo I2.2.2loctan u.a. 
beschleunigt die Aktivierungsreaktion. Dabei raichen schon Zusatze von katolytischen Mengen a us, um die Aktivierung bei 
Raumtemperotur innerhalb von 10 bis 30 Minuten abzuschlieOen. Die Aktiviorung carboxylgruppenhaltiger Polymerer mit 
N-Chlorcarbonyloxy-5-norbornen-2,3-dicarboxHnid durch die erfindungsgemaBe Einstufenreaktion fflhrt zu reiativ hohen 
Aktivierungsgraden (bis 400umol ektive Estergruppen pro Gramm trockenen TrSgerJ. Die Kopplung von niedermolekularen 
Ugandan wic Aminen, Aminosfiuren und SH*gruppenhaltigen Verbindungen, Proteinen, Nukleinsauren und anderen 
biologischen Materialien kann je nach Bedarf in organischen Ldsungsmitteln oder im wSOrigen Medium erfotgen, weil die 
aktiven Estergruppen rolativ stabil sind und nur einer langsamen Hydrolyse unterliegen. In wasserfreien Lesungsmittetn bel 4'C 
sind die aktivierten Trager 1 Jahr ohne AktivitStsverlust lagerbar. Die Koppiungsfahigkeit der nach dem erfindungsgemaQen 
Verfahren hergestellten aktivierten Trager wurde z.B. durch Kopplung von Glycin, Ovalbumin und Concanavalin A bewiesen. 



Austuhrungsbetsplele 

Die Erfindung soli anhand folgender Beispiele erlSutert werden: 



Servacel CM 52 wird du'ch Behandlung mit Wasser-Aceton-Gemischen steigenden Acetongehaltes und wasserfreiem Aceton 
antwassert. 

1 g entwfissertes Servacel CM 62 wird In 13 ml Oioxan aufgenommen. In welchem 16mMot CICOONBgeldst sind. Die Umsetzung 
erfolgt bei 70°C unter leichtem Schutteln. Nach 5 Stundon wird die Reaktion durch Absaugen der uberstehenden L6sung 0*. er 
eine GlosfriKe und grundliches Waschen mit Aceton beendet. Der aktivierte Trager enthait 180uMol Estergruppen/g 
wasserfreies Material. 

Die Bestimmung der Kopplungskapazitat erfolgt durch Hydrolyse des aktivierten Trfigers mit 0,1 N NH 4 OH und 
spektrophotometrische Bestimmung des abgespaltcnen N-Hydroxy-5-rio;bornen-2,3-dicarboximids (HONB) bei 270nm 
(e-M-IO'Mor'cnr 1 ). 

Beispiel 2 

Servacel CM 52 wird wie im Beispiel 1 enlwassert. 

1 g entwSssertes Servacel CM 5? wird in 13 ml wasserfreiem Aceton aufgenommen, in welchem 2,1 mMol CICOONB ge!6st sind. 
Bei 2-4'C erfolgt innerhalb von 10 Minuten unter leichtem Schutteln die poi tionsweise Zugabe von 2,6mMoi Triethylamin und 
0,2 mMol 4.Dimelhylaminopyridin (DMAP) gelosl in wasserfreiem Aceton. Nach 20 Minuten wird die Reaktion beendet, die 
uberstehende Flussigkeit wird vom Trager abgesougt und das aktivierte Material ausgiebig mit Aceton gewaschen. 
Die Kopphingikapazitat betragt 145uMol Estergruppen wasserfreies Material. 

Belspld 3 

Servacel CM 52 wird wie in Beispiel 1 enlwassert. 

1 g entwassei tes Servacel CM 52 wird in 13 ml wasserfreiem Aceton aufgenommen, in welchem 4,2 mMol CICOONB geldst sind. 
Bei 2*C-4 # C erfolgt innerhalb von O Minuten, unter leichtem Schutteln, die portionsweise Zugabe von 5,2 mMol Triethylamin 
und 0,4 mMol DMAP, gelost in wasserfreiem Aceton. 

Nach 20 Minuten Reaktion betragt die Kopplungskaparitat 174 mMol Estergruppen pro Gramm wasserfreiem Material. 
Nach 18 Stunden wird die Reaktion durch Absaugen des Ubersiandes und Waschen mit Aceton beendet. 
Die Kopplungskapazitat betragt 320uMol Estergruppen/g wasserfreies Material. 

Eine Probe des aktiviei ten Servacel CM 52 stufenwei *e mit Aeeton-Wassor-Gemischet; steigenden Wastergehaltes und mit 
Wasser behandelt. 

Narh Aquilibrieren mit Natriumtetraborat-Puffer pH 8,1 wird der Trager mit Glycin umgesetzt. Die Ermittlung des kovalent 
gebundenen Glycrns wird nach Antoni et at. (Analyt. Biochem. 129 [1903! 60-63) durch Rucktitration des nicht umgesetzten 
Glycins mit Trinitrobenzolsutfonsauro ermittett. 
Kopplungskapazitat: 330uMol Glycin/g trockener Trager. 
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Belsplel 4 

Whatmancellulose CM 52 wird analog Belsplel 1 entwlssert. miti.ui i 

1 g entwlsserte Whatmancellulose CM 52 wird in 13ml wasserf reiem Aceton aufgenommen, in welchem 2,6mMol Trietnylamln 

und 0,2mMol DMAP geldst sind. un u , 

Bel Raumtemperatur erfolgt unter leichtem SchOtteln innerhalb von 10 Mmuten die portionsweiseZugabe von 2,1 mMol 

CICOONB, geldst in wasserfreiem Aceton. _ ua 

Nach 20 Minuten wird die Reaktion durch Absaugen das Uberstandes und Waschen des Tragermaterials mit Aceton beendet. 

DieKopplungskapa2itfitbotrfigt4()OMMoiE6tergruppenproGramrnwBsserfreiesMatonal. 

200mg der aktivierten Whatmancellulose CM 52 werden stufenwuise mit Aceton-Wasser-Gemischen stelgenden 

WassergehaltesundWasserbehandelt. 

Des aktivlerte Material wird abgesaugt und mit 20mg Concanavalin A, geiast In 2 ml 0,1 M Natriumtetraboratpuffor pH 8,3, iur 
Reaktion gebracht. Die Kopplungsreaktlon wird 16 Stunden bei Raumtemperatur unter leichtem SchOtteln durchgefOhrt. Nach 
dem Entfernen von nlchtgebundenem Con A durch Intenslvea Waschen mit 0,1 M Natrium-tetraboratpuffer pH 9.3, pH 8.3 und 
Wasser wird der gebundene Ugand durch 1 N N&OH hydrolyslert und die Proteinmenge nach Lowry et al. <J. Biol.Chem.193. 265 
119511) best immt. 

Die gebundene Con-A-Menge betragt 38,4 mg/g trockener Trager. 
Belsplel 5 

Whatmancellulose CM 52 wird, wie In Beispiel 1 beschrieben, entwfissert. 

1 g Whatmancellulose CM 52 wird In 1 3 ml Pyridin aufgenommen. in welchem 0,2 mMol DMAP geldst sind. Bel Raumtempef atur 
erfolgt unter leichtem SchOtteln innerhalb von 10 Mlnuten die portionsweise Zugabe von 2,1 mMol CICOONB, geldst in 
wasserfreiem Aceton. Nach 20 Minuten wird die-Reaktion, wie in Beispiel 4 beschrieben, beendet. 
Die KopplungskapaiilSt betragt 54pMol Estergruppen/g wasserfreies Material. 

Beispiel 6 

CM-Sephadex C-25 wird in trockenem Aceton aufgenommen und grundlich gewaschen. 
Der Versuch wird gemaG Beispiel 4 durchgefuhrt. 

Die Kopplungskapazitat betragt 30uMol Estergruppen/g wasserfreies Material. 
Beispiel 7 

Wofatit CP wird In trockenem Aceton aufgenommen und grOndlich gewaschen. 

1 g Wolatit CP wird in 1 1 ml trockc.om Aceton aufgenommen, in welchem 14,1 mMol CICOONB geldst sind, 
Die UmseUung erfolgt bel Raumtemperatur unter leichtem SchOtteln. 

Nach 18 Stunden wird die Reaktion durch Absaugen des Uberstandes und grOndliches Waschen mit Aceton beendet. 
Die Kopplungskapazitat betrigt 95,0 pMol Estergruppen/g wasserfreies Material. 
An den aktivierten Trfiger wird Ovalbumin gekoppelt. 

Die Kopplungsreaktion und die Bestimmung der gebundenen Proteinmenge wird, wie in Beispiel 4 beschrieben, durchgefuhrt. 
200mg aktiviertem Wofatit CP werden 5mg Ovalbumin, geldst in 1 ml 0.1 Natrium-tetraboratpuffer pH 8.3, angeboten. 
Die gebundene Ovalbuminmenge betrfigt 3,5mg pro Gramm trockenes Material. 

Belsplel 8 

Wofatit CA 20 wird in trockenem Aceton aufgenommen und grundlich gewaschen. 
Die Aktivierung wird analog Beispiel 7 durchgefuhrt. 

Die Kopplungskapaiitat betragt 244,0uMol Estergruppen/g wasserfreies Material. 
Belsplel 9 

Wofatit CA 20 wird in trockenem Aceton aufgenommen und grundlich gewaschen. 

Der Versuch wird, wie in Beispiel 4 beschrieben, durchgefuhrt. Anstelle von DMAP wurden 0,2 mMol N-Mehtylimidazol 
verwendet. 

Die Kopplungskapazitat betragt 78,4uMol Estergruppen/g wasserfreies Material. 
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